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(57) Abstract 

The present invention relates to the utilization of a compound capable of antagonizing at least partially the oncogenic activity of the 
protein Mdm2 for the preparation of a pharmaceutical composition intended more particularly to a treatment of cancers with no p53 context. 
It further relates to the viral vector comprising a nucleic acid sequence coding for a compound capable of inhibiting at least partially the 
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(57) Abreg* 

La pnisente invention conceme Tutilisation d'un compose* capable d'antagoniser au moms partiellement 1'activitC oncogenique de la 
proline Mdm2 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee plus r^culierement au traiiemcnt des cancers a contexte 
p53 nul. Ellc se rapporte en outre a un vecteur viral comprenant une sequence d'acide nucliique codant pour un compose* capable d'inhiber 
au moins partiellement ractivite* oncogenique de la proline Mdm2 et a une composition pharmaceutique correspondantc. 
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ANTAfiONISTES DE L'ACTTVTTE ONmr T RMTOUE DE LA 
PROTEINE MDM2. ET T PAJR UTILISATIO N DANS LE TRAITEMENT PES 

CANCERS 

La presente invention concerne une nouvelle m6thode de traitement des 
5 pathologies hyperprolifferatives (cancers, restenoses, etc..) ainsi que les compositions 
pharmaceutiques correspondantes. 

II est maintenant bien etabli qu*une grande majorite des cancers est causae, 
tout au moins en partie, par des anomalies genetiques qui se traduisent soit par la 
surexpression d'un ou plusieurs genes et/ou Texpression d'un ou de g£nes mut6s ou 

10 anormaux. Par exemple, regression d'oncogSnes g6ngre dans la plupart des cas un 
cancer . On entend par oncogene un g&ne gen6tiquement affecte et dont le produit 
d'expression perturbe le fonctionnement biologique normal des cellules, initiant ainsi 
un Stat nteplasique. Un grand nombre d'oncogenes ont & ce jour 6t& identifies et 
partiellement caracterises comme notamment les g&nes ras, myc, fos, erb, neu, raf, 

15 src, fins, jun et obi dont des formes mutees semblent respcmsables d'un dereglement 
de la proliferation cellulaire 

Dans un contexte cellulaire normal, la proliferation de ces oncogenes est 
vraisemblablement contrer au moins en partie, par la generation de g£nes dits 
supresseurs de tumeurs comme p53 et Rb. Toutefois, certains phenom&nes peuvent 

20 venir perturber ce mecanisme d'autoregulation cellulaire et favoriser alors le 
developpement d'un etat neoplasique, Un de ces evgnements consiste en des 
mutations au niveau des genes suppresseurs de tumeurs. Cest ainsi que la forme 
mutee par deletion et/ou mutation du gene p53 est impliquee dans le developpement 
de la plupart des cancers humains (Baker et coll., Science 244 (1989) 217) et que des 

25 formes inactivees du g&ne Rb ont 6te mises en cause dans differentes tumeurs, et 
notamment dans les retinoblastomas ou dans ks cancers mesenchymateux comme les 
osteosarcomes. 
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La prot&ne p53 est tine phosphoproteine nuclfeaire de 53kD qui est 
exprimee dans la plupart des tissus normaux. EUe est impliqufe dans le contrdle du 
cycle cellulaire (Mercer et aL Critic Rev, Eucar. Gate Express, 2, 251, 1992), la 
regulation transcriptionneUe (Fields et al., Sciences (1990) 249, 1046), la rfeplication 

5 de l'ADN (Wilcoq and Lane, (1991), Nature 349, 4290 et Bargonnetti et aL, (1992) 
CeU 65 1083) et Induction de 1'apoptose (Shaw et al., (1992) P.N.A.S.USA 89. 
4495)* Ainsi, toute exposition de cellules i des agents capables par exemple d'en 
endommager l'ADN, initie une cascade de signalisatkm cellulaire qui aboutit & une 
modification post-transcriptionnelle de la prot&ne p53 et I l'activation 

10 transcriptionnelle par p53 d\in certain nombre de g&ies tels gadd45 (growth arrest 
and DNA damage ) (Kastan et coll. Cell, 71, 587-597,1992 ), p21 WAF/CIP 
(ElDeiry et coll. Cancer Res., 54, 1169-1174, 1994) ou bien encore mdm2 (mouse 
double minute) (Barak et colL, EMBO J., 12, 461-468,1993). 

De ce qui precede, il ressort clairemenl que raucidation des differentes 
15 fonctions biologiques de l'ensemble des proteines impliqufies notamment dans cette 
voie de signalisation cellulaire, de leurs modes de fonctionnement et de leurs 
caract&istiques est d'un int&et majeur pour la comprehension de la canc6rogen&se et 
la mise au point de methodes th&apeutiques efficaces dirigtes contre le cancer. 

La prSsente invention s'inscrit precisfcment dans ce contexte en rapport ant 
20 une nouvelle fonction de la proteine Mdm2. 

La proteine Mdm2 est une phosphoprotSne de poids moteculaire de 90kD, 
exprimee & partir du gdne mdm-2 (murine double minute 2). Ce gene mdm2 a 6t6 
clonS i V origine dans une cellule tumorale spontanfe BALB/c 3T3 et il a constat 
que sa subexpression augmente fortement le pouvoir tumoral (Cahilly-Snyder et coll 
25 .SomatCell.MoLGenet,13,235-244,1987.; Fakharzadeh et coll, EMBO J. 10,1565- 
1569,1991). Un complexe Mdm2/p53 a 6t6 identifie dais plusieurs lignfees 
cellulaires contenant aussi bien une p53 sauvage que des proteines p53 mutees 
(Martinez et coll., Genes Dev.,5,151-159, 1991). En outre, a a to montr6 que Mdm2 
inhibe Tactivite transcriptionnelle de p53 sur un promoteur comme celui de la 
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creatine Kinase de muscle indiquant que Mdm2 peut r6guler l'activite de p53 
(Momand et coll., Cell, 69,1237-12454992 ; Oliner et coll. Nature, 362,857-860, 
1993). 

Au vu de l'ensemble de ces resultats, la proteine Mdm2 est done a ce jour 
5 essentiellement reconnue comme tin modulateur des activity de p53. En complexant 
les prolines p53 sauvages ou mutees, die inhibe leur activity transcriptionnelle et 
contribue de cette manidre £ la deregulation de la proliferation cellulaire. Par 
consequent, l'exploitation sur un plan therapeutique de ces informations consiste 
majoritairement a rechercher des moyens pour s'opposer & ce blocage par Mdm2 de 
10 la proteine p53. 

De maniere inattendue, la demandetesse a mis en evidence que cette 
proteine Mdm2 poss£dait un caractere oncog6nique propre, c'est4-dire totalement 
distinct de celui associe i sa forme complex6e avec la proteine p53. Plus 
pr6cisement, la proteine Mdm2 developpe des proprietes oncogeniques dans un 

15 contexte p53 nul. Pour appuyer cette decouverte & savoir que les propri6t6s 
oncogeniques de Mdm-2 sont independantes de p53 et en particulier ne resultent pas 
de rinhibition de l'activite transactivatrice de p53 sauvage, nous avons montre qu*un 
mutant de p53 (p53 (14-19) ; Lin et aL, Genes Dev., 1994, 8, 1235-1246) qui a 
conserve ses proprietes transactivatrices mais qui n'interagit plus avec Mdm-2 est 

20 incapable de bloquer les proprietes oncogeniques de Mdm-2. U est egalement montre 
que Mdm-2 et en particulier le domaine 1-134 de Mdm-2 est capable de debloquer 
un arret du cycle cellulaire en Gl induit par la subexpression de p!07. Mdm-2 s'av&e 
done etre un regulateur important de facteurs impliqu£s dans le contrdle du cycle 
cellulaire, autres que p53. 

25 La presente invention rfesulte en partie de la mise en evidence que la 

sequence proteique 1-134 de la sequence identify en SEQ ID N°l, de la proteine 
Mdm2 est suffisante pour traduire le potentiel oncogenique de ladite proteine. 
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EUe r6sulte 6galement de la mise en Evidence qu'il est possible d'affecter ce 
carac&e oncog&iique de la prot&ne Mdm2 en utilisant des composes capables 
dinteragir avec die. La pr&ente invention dficrit ggalement des syst&nes 
particulidrement efftcaces permettant la dfilivrance in vivo, dixectement dans les 
5 tumeurs, de tels composes et ainsi de lutter contre le d6veloppement des cancers. La 
prgsente invention offre ainsi tine nouvelle approche particulifrement efficace pour 
le traitement des tumeurs en particulier i contexte p53 nul telles que les cancers 
suivants les ad6nocarcinomes du colon, les cancers de la thyroffde, les carcinomes du 
poumon, les leuc6mtes my&oides, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les 
10 cancers du poumon, les cancers gastriques, les cancers de l'oesophage, les lymphomes 
B, les cancers ovariens, les cancers de la vessie, les glioblastomes, etc. . . 

Un premier objet de Invention reside done dans l'utilisation dun compost 
capable d'antagoniser au moins partiellement I'activitS oncog&iique de la proline 
Mdm2 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinfe au traitement 
15 des cancers a contexte p53 nul. 

Au sens de l'invention, on entend par cancer & contexte p53 nul, un cancer 
ou p53 serait incapable d*exercer ses fonctions de gene suppresseur de tumeur par 
toute modification ou tout mficanisme autre que la fixation de Mdm-2 sur p53, cette 
fixation empechant p53 de jouer son role de suppresseur de tumeur et permettant aux 

20 cellules dechapper a une croissance regulee par p53. On peut citer de fajon non 
exhaustive parmi ces modifications ou mecanismes bloquant I'activitfi de suppresseur 
de tumeur de p53, par exemple, des alterations genetiques du gfaie p53 (mutations 
ponctuelles, delations, etc), Interaction avec d'autres prolines que Mdm-2, la 
degradation prot&>lytique tres rapide de la proteine p53 life & la presence de la 

25 proline E6 des virus des papillomes humains & haut risque tels que HPV-1 6 et HPV* 
18, etc. 

Au sens de l'invention, Tinhibition de l'activitfe oncogfinique de la proteine 
Mdm2 peut etre achevee selon deux methodes. 
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Elle est prfif&eniiellement accomplie en intervenant directemeni au niveau 
du domaine 1-134 de celle-cL Cest ainsi que toute prot&ne capable de se lier k ce 
domaine auraun rdle antagoniste surles proprifetfa oncogfeniques de Mdm2. 

Toutefcris, cet effet inhibiteur peut Sgalement Stre atteint via rinteraction 
5 d'un compost avec un domaine voisin, comme par exemple le domaine 135-491 de 
mdm2. repr&sente sur la sequence SEQ ID N°l ou sa sequence C terminale 
representee sur la sequence SEQ ID N°l. En consequence, la pr&ente invention vise 
en outre 1'utilisation de tout compost qui, bien que n'interagissant pas directement 
avec ce domaine, est nfcammoins capable d'en affecter le caract&e oncogenique. 

10 Selon un mode particulier, la prfaente invention vise 1'utilisation d'un 

composfe capable de se lier au niveau du domaine 1-134 de la sequence representee 
en SEQ ID N° 1 de la prot&ne Mdm2 en vue de preparer une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des cancers a contexte p53 nul. 

A titre de compost susceptible cfinteragir directement au niveau du domaine 
15 1-134, de la prot&ne Mdm2, on peut citer plus particuli&ement les scFV diriges 
sp&ifiquement contre ce domaine. 

Les ScFV sont des molecules ayant des propriety de liaison comparables a 
celles (fun anticorps et actives inlracellulairement D s'agit plus particulierement de 
molecules constitutes (Tun peptide correspondant au site de liaison de la region 
20 variable de la chaine tegere <fun anticorps reli6 par un linker peptidique & un peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine lourde d'un 
anticorps. A a 6te montr£ par la demanderesse que de tels ScFV pouvaient etre 
produits in vivo par transf ert de gfene (Cf demande WO 94/29446). 

II peut egalement s'agir de peptides ou de prolines dej& cormus pour leur 
25 aptitude & se lier specifiquement avec le domaine 1-134 de Mdm2 comme par exemple 
tout ou paxtie du domaine de liaison de la proteine p53 avec la SEQ ID N°l et plus 
particulierement tout ou partie d'un des peptides 1-52, 1-41 et 6-41 de la sequence de 
p53 representee en SEQ ID N°2, (Oliner et al, Nature, 1993, 362, 857-860) ou plus 



i 
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simplement tout ou paitie du peptide 16-25 cartograpfaie plus prfcisfement (Lane et 
aL, PfaiL Trans. R* Soc. London B., 1995, 347, 83-87), ou mfime les peptides 18-23 
des p53 humaine ou murine, ou encore des peptides derives proches de oeux 
pr6cedemment cites dans lesquels les rfcsidus critiques pour Tinteraction avec Mdm-2 
5 auront etc conserves (Picksley et al., Oncogene, 1994, 9, 2523-2529). 

II peut 6galement gtre mis en oeuvre selon rinvention des composes de se Her 
a des domaines voians du domaine 1-134 de Mdm2 represents en SEQ ID N°l et 
affectant de part cette liaison l'activitfe oncogenique de la prot&ne Mdm2. A ce titre, 
on peut citer ceux interagissant au niveau du domaine C terminal de ladite prot&ne 
1 0 comme par exemple les f acteurs transcriptionnels TFH, TBP, et TaF250 de m6me que 
les proteines interagissant au niveau du domaine 135-491 de Mdm2 repr&entfe en 
SEQ ID N°l comme par exemple les prolines L5 (prot&ne ribosomale) et Rb 
(proteine retinoblastome) et le facteur transcriptionnel E2F ( r6guie par Rb). 

Un autre objet de la presente invention vise egalement Futilisation de scFV 
15 diriges specifiquement contre ce domaine 1-134 de la sequence representee en SEQ 
ID N° 1 de la proteine Mdm2 en vue de preparer une composition pharmaceutique 
destin6e au traitement des cancers. 

Au sens de Knvention, il est entendu que Fensemble des interactions citees 
ci-dessus affectent de maniere cons&juente le caractere oncogenique de Mdm2. En 
20 outre, ces proteines peuvent etre utilisees, en tout ou partie, dans la mesure ou il est 
mis en oeuvre leur partie active vis-a-vis rfun des domaines de liaison avec la proteine 
Mdm2 et que cette interaction conduit k une affectation du caractere oncogenique de 
celle-cL 

Dans le cadre de la presente invention, ces composes peuvent etre utilises 
25 tels quels ou, avantageusement, sous forme de constructions genetiques permettant 
leur expression in vivo. 

Un mode de realisation particulierement avantageux de la presente invention 
consiste 4 mettre en oeuvre une sequence nucieique codant pour un compose capable 
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d'antagcniser au moins partiellement I'activite oncog&nique de la proline Mdm2 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinte au traitement des 
cancers & contexte p53 nuL 

Dans cette perspective, les acides nucleiques utiHsfa dans le cadre de 
5 rinventicm peuvent toe de cliff 6renfs types, D s*agit de maniere prtfcrentidle : 

* d'acides nucl&ques antisens, 

* cfoligoriboaiuclfeoticles capables de fixer directement ftm des domaines de la 
prot&ine Mdm2 et d'inhiber son activity oncog&iique (oligonucleotide ligand), 

- d'acides nudfiques codant en tout ou partie pour des peptides ou prolines 
10 capables de stoligom&iser avec 1W des domaines de Mdm2 et d'inhiber son activite 
oncogenique, 

* d'addes nucl&ques codant pour des anticorps intracellulaires (par exemple 
des fragments variables & chaine unique issu (fun anticorps) diriggs contre le domaine 
1-134 de la sequence SEQ ID N°l de la proline Mdm2. 

15 Selon tin mode particulier de la prisente invention, l'acide nucl&que est un 

aride nucl&que antisens. Cet antisens est un ADN codant pour un ARN 
complementaire de l'acide nudeique codant pour la prot&ne Mdm2 et capable de 
bloquer sa transcription et/ou sa traduction (ARN antisens) ou un ribozyme. 

Plus recemment, un nouveau type d'acides micteiques capables de reguler 
20 Texpression de gfcnes-dble a ete mis en evidence. Ces acides nucleiques ne sTiybrident 
pas avec les ARNm cellulaires, mais directement avec 1'ADN g&iomique en double- 
brin. Cette nouvelle approche repose sur la arise en Evidence que certains acides 
nucleiques sont capables cfinteragir sp&dfiquement dans le grand sillon de la double- 
helice tf ADN pour former localement des triple-helices, conduisant I une inhibition de 
25 la transcription de genes-cible. Ces acides nuclfiques reconnaissent s&ectivement la 
double-telice cfADN au niveau de sequences oUgopurin&oligopyrinridine, c'est-a-dire 
au niveau de regions possfedant une sequence oligopurique sur un brin et une 
sequence oligopyrimidique sur le brin compl&nentaire, et y forment localement une 
triple-helice. Les bases du troisteme brin (Toligonucltotide) forment des liaisons 
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hydrogtee (liaisons Hoogsteen ou Hoogsteen inverse) avec les purines des paiies de 
bases Watson-Crick. De tels acides nucieiques ant notamment 6t6 dtoits par le 
Pr. HSfene dans Anti-Cancer drug design 6 (1991) 569. 

Les acides nucieiques antisens sekm la pr&sente invention peuvent toe des 
5 sequences cfADN codant pour des ARN antisens ou pour des ribozymes. Les ARN 
antisens ainsi produits peuvent tnteragir avec un ARNm ou un ADN genomique able 
et former avec celui-ci des doubles ou des triples helices. II peut egalement s'agir de 
sequences (oligonucleotides) antisens, eventuellement modifies chimiquement, 
capables d'interagir directement avec le gene ou l'ARN cible, 

10 Toujours selon un mode prefer d6 mise en oeuvre de la pr&ente invention, 

l'acide nucteique est un oligonucleotide antisens tei que defini prec&lemment, 
eventuellement modifie chimiquement D peut s'agir en paiticulier ^oligonucleotides 
dont le squelette phosphodiester a 6t6 modify chimiquement, tels que par exemple les 
oligonucleotides phosphonates, phosphotriesters, phosphomnidates et 

15 phosphorothioates qui sont decrits, par exemple, dans la demande de brevet 
WO94/08003. II peut egalement s'agir ^oligonucleotides alpha, ou cfoligonucleotides 
conjugues £ des agents tels que des composes aorylants. 

Au sens de la pr&ente invention, cm entend par oligonucleotide ligand, un 
oligoribonucleoticte ou un digodeoxyribonucleotide capable de se fixer 
20 sp6cifiquement a la proteine Mdm-2 afin cfinhiber sa fonction oncog^nique. De tels 
nucleotides peuvent par exemple etre mis en evidence par des techniques devolution 
in vitro" comme par exemple la technique SELEX (Edgington, Bio/technology, 1992, 
10, 137-140 ; Brevets US 5,270,163 et WO 91/19813). 

Plus gen6ralement, ces acides nucieiques peuvent toe d'origine humaine, 
25 animate, vSgfetale, bacterienne, virale, synthetique, eta Us peuvent etre obtenus par 
toute technique conmie de rhomme du metier, et notamment par criblage de banques, 
par synthase chimique, ou encore par des methodes mixtes inchiant la modification 
chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. « 
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Comme indiqu6 plus loin, as peuvent par aSleurs fitre incorporfc dans des 
vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques, viraux ou chimiques. Ds peuvent 
egalement §tre administrfe tels quels, sous forme d*ADN nu selon la technique 
dficrite dans la demande WO 90A1092 ou sous fame complexfe, par exemple avec 
5 du DEAE-dextran (Pagano et al„ J. Virol. 1 (1967) 891), avec des prot&nes 
nucteaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), avec des lipides ou polymfaes 
cationiques (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), sous forme de liposomes (Fraley 
et al., J.Biol. Chem. 255 (1980) 10431), etc. 

Preferentiellement, la sequence utilisfe dans le cadre de Tinvention fait 
10 partie d'un vecteur. L'emploi d'un tel vecteur permet en effet d'amSliorer 
l'administration de 1'acide nucleique dans les cellules & traiter, et fegalement 
d'augmenter sa stability dans lesdites cellules, ce qui permet d'obtenir un effet 
th&rapeutique durable. De plus, il est possible d'introduire plusieurs sequences 
d'acide nucleique dans un meme vecteur, ce qui augmente Egalement l'efficacit6 du 
15 traitement 

Le vecteur utilise peut Stre d'origine diverses, des lore qu'il est capable de 
transformer les cellules animates, de preference les cellules cancfreuses humaines. 
Dans un mode pr£f£r& de mise en oeuvre de Tinvention, on utilise un vecteur viral, 
qui peut etre dioisi parmi les adenovirus, les retrovirus, les virus ad&io-associes 
20 (AAV) ou le virus de rherp&s. 

A cet 6gard. la pr&sente invention a fegalement pour objet tout vecteur viral 
comprenant, insert dans son ggnome, un acide nucleique codant pour un compost 
capable d'antagoniser au moins partiellement le caract&e oncog&iique de la proteine 
Mdm2. 



25 Plus particulidrement, elle conceme tout virus recombinant comprenant une 

sequence d'acides oucl&ques codant pour un compost capable de se lier & la prot&ine 
Mdm2 de maniere i affecter son potentiel oncogfenique, Dans ce contexte, la 
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sequence d'acides nucieiques petit coder pour hm des peptides, prolines ou facteurs 
transcriptionnels pr6o§demment identifies. 

Plus pr§f 6rentiellemeiit, cette sequence d'acides nucieiques code pour un 
scFV ou un peptide capable tfinteragir au niveau du domaine 1-134 (SEQ ID N°l) de 
5 la proline Mdm2. 

Avantagf.usement, les virus utilises dans le cadre de Hnvention sont 
preferentiellement defectifs, c'est-&-dire qu41s sont incapables de se rtpliquer de 
fa$on autonome dans la cellule inf ectfe. G6n6ralernent, le genome des virus defectifs 
utilises dans le cadre de la presente invention est done d&pourvu au moins des 

10 sequences necessaires & la replication dudit virus dans la cellule infectte. Ces regions 
peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soft rendues non-fonctionnelles, 
soft substitutes par d'autres sequences et notamment par la sequence codant pour le 
compose poss6dant un role antagoniste sur les proprietes oncogeniques de la proteine 
Mdm2. Prtf erentiellement, le virus defectif conserve n£anmoins les sequences de son 

15 genome qui sont necessaires & l'encapsidation des particules virates. 

S'agissant plus particulierement ^adenovirus, diff6rents serotypes, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu, ont 6t6 caracterises. Parmi ces 
serotypes, cm pref£re utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animate (voir 

20 demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus d'origine animate utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, Tadenovirus d'origine 
animate est un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 

25 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on 
utilise dans le cadre de invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou 
mixte. 
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PrfcferentieUement, les adenovirus defectifs de Finvention comprenent les 
ITR, une sequence permettant l'encapsidation et la sequence codant pour le 
modulateur des calpaioes. Encore plus pr&6rentieUement, dans le g6nome des 
adenovirus de Invention, le g&ne El et au moins Fun des g&nes E2, E4, L1-L5 sent 

5 non fonctionnels. Le gtee viral consid6r6 peut fitre rendu non fbnctionnel par toute 
technique cormue de Fhomme du m6tier, et notamment par suppression totale, 
substitution, deletion partielle, ou addition dHine ou plusieurs bases dans le ou les 
g&nes consider De telles modifications peuvent dtre obtenues in vitro (sur de 
FADN isoie) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du gfenie gen6tique, 

10 ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Finvention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de Fhomme du metier (Levrero et aL, Gene 101 
(1991) 195, EP 185 573 ; Graham, EMBO J- 3 (1984) 2917). En particulier, ils 
peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un 

15 plasmide portant entre autre la sequence d'ADN codant pour Finhibiteur des ETS. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 
preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de Fad6novirus defectif, de 

20 preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee. on peut mentionner la lign6e de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et al„ J. Gen. Virol, 36 (1977) 59) qui cemtient notamment, integree dans 
son genome, la partie gauche du genome d*un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies 
de construction de vecteurs derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans 

25 les demandes n° FR 93 05954 et FR 93 08596. 

Ensuhe, les adenovirus qui se sont multiplies sont r6cuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples, 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus & ADN de 
taille relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, 
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de maniere stable et site-spetifique. lis sont capables d f infecter un large spectre de 
cellules, sans induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differentiation 
cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliqu&s dans des pathologies chez 
rhomme. Le genome des AAV a £6 clone, sequence et caract6ris& II comprend 
5 environ 4700 bases, et contient & chaque extremite une region rep6t£e invere6e (TTR) 
de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le teste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la 
partie gauche du genome, qui contient le g&ne rep impliqu6 dans la replication virale 
et 1'expression des genes viraux; la partie droite du g6nome, qui contient le g6ne cap 
10 codant pour les proteines de capside du virus. 

^utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de g&nes in vitro 
et in vivo a et6 d6crite dans la iitterature (voir notamment WO 91/18088; 
WO 93/09239; US 4,797,368, US5,139,941, EP 488 528). Ces demandes d6crivent 
differentes constructions d£riv6es des AAV, dans lesquelles les gines rep et/ou cap 

15 son! deletes et reraplacGs par un g£ne tfinterSt, et leur utilisation pour transferer in 
vitro (sur cellules en culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit g£ne 
d'int&SL Les AAV recombinants defectifs selon l'invention peuvent §tre prepares par 
co-transfection, dans un lignee cellulaire infectfe par un virus auxiliaire humain (par 
exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant la sequence codant pour 

20 Finhibiteur des ETS borde de deux regions r6p6tfes inversfes (TTR) d'AAV, et d'un 
plasmide portant les g&nes d'encapsidation (gfenes rep et cap) d'AAV. Les AAV 
recombinants produits sont ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de rherpSs et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recombinants a et£ largement d6crite dans la Iitterature : voir notamment Breakf ield 
25 et al., New Biologist 3 (1991) 203 ; EP 453242, EP 178220, Bernstein et al. Genet 
Eng. 7 (1985) 235 ; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, 
les retrovirus sont des virus integrates, infectant selectivement les cellules en 
division. Ils constituent done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le 
g6nome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une sequence 
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d'encapsidation el trois regions codantes (gag, pol et env). Dans les vectetirs 
recombinants derives des retrovirus* les gdaes gag, pol et env soat generalement 
deletes, en tout ou en partie, et remplac6s par une sequence decide nucieique 
h&t&rologue d'interet Ces vecteurs peuvent etre realises & partir de diff 6rents types de 
5 retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine moloney leukemia virus" ; 
encore d6sign& MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV 
("harvey sarcoma virus") ; le SNV ("spleen necrosis virus") ; le RSV ("rous sarcoma 
virus" ) ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence 

10 d'interet, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et 
ladite sequence d'interet est generalement construit, puis utilise pour transferer une 
lign6e cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
retrovirales dfefkientes dans le plasmide. Generalement, les lign^es d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les gdnes gag, pol et env. De telles lign6es 

15 d'encapsidation ont 6t6 decrites dans fart anterieur, et notamment la lignte PA317 
(US 4,861,719) ; la lignfe PsiCRIP (WO 90/02806) et la lignte GP+envAm-12 
(WO 89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer 1'activite transcriptionnelle, ainsi 
que des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gdne gag 

20 (Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Avantageusement, dans les vecteurs de l'invention, la sequence codant pour 
le compose possedant des proprietes antagonistes sur le caract£re oncogenique de 
Mdm2 est placee sous le contr61e de signaux permettant son expression dans les 

25 cellules tumorales. Preferentiellement, il s'agit de signaux d'expression heterologues, 
e'est-i-dire de signaux differents de ceux naturellement responsables de 1'expression 
de rinhibiteur. H peut s'agir en particulier de sequences responsables de 1'expression 
d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. Notamment* il peut s'agir de 
sequences promotrices de g&nes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 

30 sequences p rom o trices issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De 
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meme, il peut rfagir de sequences promotrices issues du gfenome dun virus, y 
compris du virus utilise. A cet £gard, on peut citer par example les promoteurs El A, 
MLP, CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sSquences dexpression peuvent etre 
modifies par addition de sequences dactivation, de regulation, ou permettant une 
5 expression tissu-spScifique. D peut en effet «re particuli&ement intfaessant d'utiliser 
des signaux degression actifs specifiquement ou majoritakement dans les cellules 
tumorales, de maniere i ce que la sequence d'ADN ne soit exprimfe et ne produise 
son effet que lorsque le virus a effectivement infect^ une cellule tumorals 

Dans un mode particulier de realisation, invention concerne un virus 
10 recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour un compost 
possedant des propriet£s antagonistes sur le caractke oncog&iique de Mdm2 sous le 
contrdle dun promoteur viral, choisi de preference parmi le LTR-RSV et le 
proraoteur CMV. 

Toujours dans un mode prefere, Invention concerne tin virus recombinant 
15 dfcfectif comprenant une sequence d'ADN codant pour un compose possedant des 
proprietes antagonistes sur le caractere oncog£nique de Mdm2 sous le controle dun 
promoteur permettant une expression majoritaire dans les cellules tumorales. 

L'expiession est consider^ comme majaitaire au sens de l'invention 
lorsque, mfeme si une expression residuelle est observ6e dans dautres types 
20 cellulaires, les niveaux dexpression scmt superieurs dans les cellules tumorales. 

La presente invention s'etend egalement & Tutilisation d\ine sequence nucteique 
codant pour des anticorps intracelhilaires ou encore scFV, dirigfe contre le domaine 
1-134 de la sequence de la proteine Mdm2 representee en SEQ ID N°l pour la 
preparation dune composition pharmaceutique destin£e de maniere generate au 
25 traitement du cancer. 

Elle concerne egalement toute composition pharmaceutique comprenant un 
compose capable dinhiber Vactivite oncog&iique de la proline Mdm2, ou une 
sequence dacides nucleiques codant pour un tel compose. Selon un mode particulier 
de realisation de l'invention cette composition comprend un ou plusieurs virus 
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recombinants d6fectifs tels que ctecrits pr6c6demment Ces compositions 
pharmaceutiques peuvent fetre fbrmutees en vue d'administrations par voie topique, 
orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaiie, sous-cutanfe, 
intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les compositions phannaceutiques 
5 de 1'invention contiennent un vfehicule pharmaceutiquement acceptable pour une 
formulation injectable, notamment pour une injection directe dans la tumeur du 
patient II peut s'agir en particulier de solutions stSriles, isotoniques, ou de 
compositions s&hes, notamment lyophilis&s, qui, par addition selon le cas d'eau 
st&ilisee ou de s6rum physiologique, permettent la constitution de solutes 
10 injectables. L'injection directe dans la tumeur du patient est avantageuse car elle 
permet de concentrer l'effet th£rapeutique au niveau des tissus affectfe. 

Les doses de virus recombinant defectif utilisees pour l'injection peuvent 
6tre adapt&es en fonction de differents param&res, et notamment en fonction du 
vecteur viral, du mode ^administration utilise, de la pathologie concernfie ou encore 

15 de la durfee du traitement recherchee, D'une maniere g£n£rale, les adenovirus 
recombinants selon 1'invention sont formulas et administrfa sous forme de doses 
comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de prfef6rence 10 6 i 10 10 pfu/rnl. Le terme 
pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, 
et est determine par infection d'une culture cellulaire approprtee, et mesure, 

20 generalement aprfcs 48 hemes, du nombre de plages de cellules infectSes. Les 
techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la littfcrature. Concernant les retrovirus, les compositions selon 1'invention 
peuvent comporter directement les cellules productriCes , en vue de leur implantation. 

Les compositions pharmaceutiques selon 1'invention sont particulierement 
25 avantageuses pour neutraliser Factivite oncogenique des proteines Mdm2 et de ce fait 
pour moduler la prolif Nation de certains types cellulaires. 

En particulier, ces compositions phannaceutiques sont approprifees au 
traitement de cancers possMant un p53 nul comme par exemple les cancers suivants: 
les adenocarcinomes du colon, les cancers de la thyroide, les carcinomes du poumon, 
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les leuc&nies my&kades, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les cancers du 
pouman, les cancers gastriques, les cancers de 1'oesophage, les lymphdroes B, tes 
cancers ovariens, les cancers de la vessie, les glioblastomes, etc 

La pr6sente invention est avaniageusement utilisfe in vivo pour la 
5 destruction de cellules en hyperproliferatkm (La en proliferation anormale). Elle est 
ainsi applicable § la destruction des cellules tumorales ou des cellules de muscle lisse 
de la paroi vasculaire (rest&iose). 

D'autres avantages de la prfeente invention apparaitront & la lecture des 
exemples et figures qui suivent, qui doivent toe consid6r6s comme illustratif s et non 
10 liraitatifs. 

Figure 1 : Representation des proteines Mdm-2 de A a F. 

Figure 2: Graphe de la transfection de cellules Saos-2 avec des plasmides 

exprimant diverses prolines Mdm-2 

Figure 3 : Representation schematique de Tinhibition (tes propri&es 

15 transformantes de Mdm2 par different p53. 

Figure 4 : Effet June subexpression Mdm2 sur le cycle cellulaire. 

Figure 5 : Effet cfune subexpression Mdm2 sur le cycle cellulaire* 

Techniques generate de biolopie moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moteculaiie telles que les 
20 extractions preparatives cfADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Felectrophortee sur gels d'agarose ou tfacrylamide, la 
purification de fragments <fADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phfinol-diloroforme, la precipitation rfADN en milieu salin par de 
Pethanol ou de Tisoprqpanol, la transformation dans Escherichia coli, etc sont bien 
25 connues de lliomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual\ Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et aL (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 
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Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent 6tre s6par& selon kur taille 
par &ectrophor6se en gels d'agarose ou d'acryiamide, extraits au phteol ou par un 
melange ph&ioVchlcxtrforme, precipitfc & l'&hanol puis incubus en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 
5 Le remplissage des exfr&mit&s 5* pro&ninentes peut &re effectu6 par le 

fragment de Klenow de 1'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du fournisseur. La destruction des extremitfe 3* profeminentes est 
effectuee en presence de 1'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisfe selon les 
recommandations du fabricant La destruction des extr&mites 5 1 proSminentes est 
10 effectu6e par un traitement manage par la nuclease SI. 

La mutagen&se dirigSe in vitro par oligodeoxynucteotides synthfetiques peut 
§tre effectufie selon la m&hode d£veIopp£e par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribufe par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dhe de PCR 
15 [Eolymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et aL, Science 23G (1985) 1350- 
1354; Mullis KB. et Faloona FA.. MetL Eraym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cyder" (Peririn Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant ^amplification d'ADN genomique est rfcalisSe plus 
particuli&rement dans les conditions suivantes : 5 minutes a 100°C, 30 cycles dune 
20 minute & 95°C, 2 minutes i 58°C puis 3 minutes & 72°C au mqyen de sondes 
appropri6es. Les produits ^amplification sont analyses par 61ectrophor6se sur gel 

La verification des sequences micl&rtidiques peut €tre effectuee par la 
mfethode developpSe par Sanger et aL [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 24 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribu£ par Amersham. 

25 Mat^ttMfflwdw; 
l.Congtruction utilise; 



- le plasmide pBKCMV est commercialism par Stratag&ne et contient le 
gene de resistance k la neomycine. 
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- les plasmides pC53ClN3 et p53-42. N3 codant respectivement pour p53 
sauvage et pour p53 R273H proviament de A- Levine (Hinds et al... Cell Growth 
and Diff. (1990), 1.571). 

- le plasmide pBKp53 (R273H) contient le minigfcne humain p53. II a 6t6 
5 obtenu a partir de pC53-4.2. N3. 

- le plasmide pBKMdm2 a 6te obtenu par clonage dans pBKCMV dHine 
cassette oodante consistant en la region non traduite de rextr&nitfe de la sequence 
codant pour la (3 globine suivie de la sequence codant pour mdm2. 

- le plasmide pGKhygro exprime le gene de resistance a rhygromycine 
10 (Nature (1990) 348, 649-651). 

- le plasmide pCMVNeoBam permettani l'expression du gftne de resistance 
k la nfemycine (Hinds etal. (1990) Cell Growth and Diff., 1, 571-580). 

--les plasmides pCMVpl07 et pCMVCD20 permettant regression de la 
proteine pl07 et du marqueur de surface CD20 (Zhu etal. (1993) Genes and 
15 Development, 7, 1111-1125), 

• les plasmides pCMVE2F-4 et pCMVE2F-5 permettant Texpression des 
proteines E2F-4 et E2F-5 (Sardet etal. (1995) Proc. Natl. Acad. Sc., 92, 2403-2407). 

- les plasmides pLexA, pLexA(6-41), pLexA(16-25) permettant l'expression 
du domaine de fixation k FADN de LexA (aa 1 & 87) libre ou fusionnfc en phase avec 

20 p53(6-41) ou p53 (16-25). pLexA(6-41) et pLexA(16-25) ont ete obtenus i partir du 
plasmide pLexApolyll constmit au LGME (Strasbourg). 

- les plasmides d'expression eucaryote de pl07 : pl07(385-1068), pl07(l- 
781) et pl07(78M068) (Zhu et al., EMBO J. 14 (1995) 1904), 

- le plasmide pSGKlHApl07 permet l'expression in vitro et in vivo de 
25 pl07. pi 07 est dans le contexte d*une sequence Kozak et l'epitope HA est exprime en 

fusion i Textrfemite C-terminale de pl07. 
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• les plasmides pBC-MDM2 et pBC-MDM2(l-134) ont kxk obtenus par 
clonage de MDM2 et MDM2(1-134) dans pBC (Chatton et al., Biotechniqties 18 
(1995) 142). 

- les plasmides pGex-MDM2 et pGex-MDM2(l-177) ont &6 obtenus par 
5 clonage de MDM2 et MDM2(1-177) dans pGex. 

2.Mfthode : 

L'expression de p53 est dfeterminfie par Western Blotting sur l'extnut cellulaire 
entier a Vaide d*un anticorps monoclonal D01, 

^expression de 1'ARMm codant pour la proteine Mdm2 est estimee par RT- 
10 PCR semi-quantitative. 

L'absence de contamination de V ADN est v6rifi6e par PCR. 

Exemole 1 : Mise en Evidence des propriftfes transf ormantes de mdm2. 

Des cellules Saos-2 sont transf ect6es avec soit un plasmide pBKMDM2 ( un 
plasmide t&noin pBKp53 (R273H) ou un plasmide t&noin en p53 nfegatif pBKCMV, 
15 puis selectionnfes pour la resistance & la Geneticine 418(G418). 

Dans un premier essai, des clones sont s6kctionn& individuellement et 
propage alors que dans les 2 autres essais, les clones non isolfe sont mis en culture 
dans un milieu agar soft 

Pour cela, 10 4 cellules sont ensemenc6es en duplicata dans 0,375 % de soft 
20 agar, Apres 24 heures, on determine le nombre total de colonies avec plus de 50 
celllules ainsi que le nombre de cellules par colonie (taille des colonies). Chaque 
valeur donnfe correspond a une moyenne de quatre experiences rfcalisfes en double. 
Les rfcsultats obtenus sont pr£sent£s en tableau I. Les clones dans Vessai n°l 
correspondants & mdm2 sont identifies sous Ml & M6, ceux de p53 (R273H) sous 
25 p53-l ap53-6et ceux du temoin sous Col a Co5) . 

Comme attends Col et Co4 n'expriment pas le mdm2 transfectS et Co 1-3 la 
proteine p53. 
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Example 2: La region N-terminale de Mdm-2 (1-134) seq ID N°l est nfecessaire et 
suffisante pour stinmler la croissance en agar soft des cellules Saos-2. 

Des cellules Saos-2 sont transf ectfces avec soit des plasmides pBKCMV qui 
expriraent k la ftris la resistance neo et les proteines mdm-2 de A k F decrites dans la 
5 figure 1, soit un plasmide temoin pBKCMV vide, puis selectionn£es pour la resistance 
k la G418. Les cellules survivantes sont regrouptes, amplifiees puis testfes pour la 
formation de colonies en agar soft Les rteultats de la figure 2 sont exprimfe en 
nombre de clones formes en agar soft relatif k celui avec mdm-2 entier (A). Ces 
rfeultats sont issus de deux experiences representatives de transf ection independantes 
10 dans lesquelles entre 3 et 7 pools de cellules differents ont ete testes, suivant la 
construction. Us montrent clairement que le domaine N-terminal de mdm-2 possede 
des proprietes oncog&iiques. La construction la plus efficace correspond k la proteine 
entiere. 

Exemple 3: Reversion des proprietes oncogeniques de Mdm-2 par la p53 sauvage. 
15 des mutants de p53 et des fragments de p53. 

Un lot de cellules Saos-2 transf orm6es par Mdm-2 est co-transfecte avec le 
plasmide pGKhygroet soit pC53ClN3 (p53) pC53-4.2N3 p53(R(273)H, p53 (1-52), 
pLexA(Ml), pLexA(16-25), pLexA, p53(L14Q,F19S), p53(L22Q,W23S), soit 
pCMVNeoBam, puis s61ectionn6es pour la resistance k rhygromycine en presence de 

20 G418. 10 0000 cellules provenant de 3 & 5 pools independants de cellules resistantes 
sont ensemencees en duplicate en agar soft (0,375 %). Apres 25 jours de culture, les 
colonies contenant au moins 50 cellules sont compt&s. La figure 3 pr&sente les 
resultats dune experience representative et donne une representation schfematique des 
differentes p53 testfes pour inhiber les proprfetfes transfonnantes de Mdm-2. II ressort 

25 de cette experience que seules les constructions permettant rexpressicm de proteines 
capables de se lier a la proteine mdm-2, en 1'occurence p53, p53 R273H, p53(l-52), 
LexA(6-41), LexA (16-25) inhibent les proprtetes oncogeniques de Mdm-2. En 
revanche, les double mutants dont il est demontre qu'ils ont perdu la capacite de 
liaison k mdm-2 (Lin et al M Gene Dev., 1994, 8, 1235-1246) n'ont pas d'effet 
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inhibiteur. Le fait que le mutant p53(14-19) qui a consent les propri6t£s 
transactivatrioes de la p53 sauvage n'inhibe pas la transformation par Mdm-2 
oonfiiment que les propri6t£s oncogfaiiques de Mdm-2 sont independantes de 
1'inhihition par Mdm-2 des propri§t& transactivatrioes de p53. 

5 Bxmple 4; Mdm-2 tnhite te biocage en Ql du cycle cclhilaire irufait par pi 07 (tons 

les cellules Sans-2. 

Des cellules Saos-2 sont co-transfect6es avec trois types de plasmides, (i) un 
plasmide pour l'expression de CD-20 (pCMVCD20, 2 jig, codant pour le marqueur de 
surface cellulaire CD-20), (ii) un plasmide (9 pg) (fexpression de type CMV 

10 (promoteur du cytomegalovirus) sans sequence codante ou codant pour Mdm-2 
(PBKCMVMdm2), pour le domaine M34 de Mdm-2 (PBKCMVMdm2(l-134)), 
E2F-4 ou E2F-5 (pCMVE2F-4, pCMVE2F-5), et (iii) un vecteur d'expression de 
pi 07 (pCMVpl07, 9 pg). Les cellules sont ensuite trahtes pour Fanalyse par 
FACScan commedtoit par Zhu et al, Gene Dev., 1993, 7, 1111-1125). Les rfesultats 

15 d'une experience representative sont representees dans la figure 4. H demontre 
clairement que en l'absence de pl07 surexprim6, l'expression de Mdm-2 ou de son 
domaine 1-134 n'ont pas cfeffet sur le cycle cellulaire. En revanche, l'expression de 
Mdm-2 et, avec une efficache, son domaine 1-134 sont capables de lever 1'anet du 
cycle cellulaire en Gl induit par p!07. Cet exemple dfimontre clairement que Mdm-2 

20 n'est pas qu'un inhibiteur de l'activite transactivatrice de p53, mais aussi un regulateur 
positif du cycle cellulaire capable d'inhiber des f acteurs impliqu&s dans le controle de 
oelui-ci, 

Dans une experience similaire, des cellules Saos-2 sont co-transf ectees avec 
1 \ig de pl07(385-1068), 8 |xg de pCMVNeoBam, ljxg de pXJMDM2, 8 \ig de 
25 pXJ41 et 2 ng de pCMVCD20. Les r&sultats d'une experience representative sont 
indiques sur la figure 5. Us montrent que l'expression de MDM2 peut lever le blocage 
en Gl induit par pl07 et par le mutant de deletion pl07(385-1068) qui est capable 
cfinteragir avec MDM2. 
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Example 5: MDM2 interagit in vitro et in vivo avec plQ7 

Get exemple d&nontre une interaction physique eatre MDM2 et pl07, in 
vitro comme in vivo. Ces rfeuhats sont coroMes avec l'activit£ de MDM2 au niveau du 
cycle cellulate (exemple 4). 

5 5.1. In vitro 

pi 07 marqu6 au S35 in vitro est mis en contact avec de la ptot&ne GST-MDM2 
(vecteur pGex- MDM2) ou GST- MDM2U-177) (vecteur pGex- MDM2(1-177)) 
immobilisee sur des failles glutathione sSpharose. PI 07 lite & MDM2 est r§v61ee aprfo 
gel de polyacrylamide par autoradiographic Les nSsultats obtenus sont pr&sentes dans 
10 le Tableau II ci-aprds. 

5.2. In vivo 

Des cellules Cos sont cotransfectfes avec un plasmide pBC- MDM2 ou pBC- 
MDM2(1-134) qui expriment une protfeine de fusion GST- MDM2 ou GST- 
MDM2(1-134), avec un plasmide cfexpression de pl07 ou d'un mutant de pl07. Les 
15 complexes de prolines GST* MDM2-pl07 provenant des extraits cellulaires totaux 
sont isolfc sur des billes glutathione sfipharose et les ptot&nes pl07 sont n§v£16es par 
Western blot avec un anticorps polyclonal anti-pl07 (Santa Cruz pl07-C18). Les 
rfeultats obtenus sont presents dans le Tableau II ci-aprfcs. 





pl07 


pl07(385-1068) 


pl07(l-781) 


pl07(385-1068) 


In Vivo 










GST- MDM2 


+ 


+ 


+ 


+ 


GST-MDM2(1-134) 


+ 


nd 


nd 


nd 


In Vitro 










GST-MDM2 


+ 


nd 


nd 


nd 


GST-MDM2(M77) 


+ 


nd 


nd 


nd 
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Les i&ultats d6montrent qufl y a une interaction prot&ne-prot&ne entre 
MDM2 et pl07 in vitro, raais aussi dans la cellule. La region de MDM2 n&cessaire 
pour la transformation cellulate (1-134) est la region qui interqgit avec p!07. Cette 
region a &6 localisfe oomme &ant situ&e plus pr£cis£ment dans une partie du "pocket 
5 domain", region "A" et le "spacer". 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
(E) PAYS: FRANCE 

10 <F) CODE POSTAL: 92165 

<G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

<H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 



(ii) DEPOSANT: 

15 (A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 

MEDICAL E (INSERM) 

(B) RUE: 101, Rue de Tolbiac 

(C) VTLLE: PARIS Cedex 13 
(E) PAYS: FRANCE 

20 (F) CODE POSTAL: 75654 

(G) TELEPHONE: 44.23.60,61. 

(H) TELECOPIE: 45.85.68.56. 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: ANTAGONI STES DE L'ACTIVTTE 
25 ONCOGENIQUE DE IA PROTEINE MDM2 ET LEUR UTILISATION DANS LE 
TRAITEMENT DES CANCERS 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

30 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

<D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

35 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1476 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 <C> NOMBRE DE BRINS : simple 

<D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
10 <iv) ANTI-SENS: NON 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: CDS 
<B) EMPLACEMENT:!. ,1476 



15 



25 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



ATG TGC AAT ACC AAC ATG TCT GTA CCT ACT GAT GGT GCT GTA ACC ACC 48 
Met Cys Asn Thr Asn Met Ser Val Pro Thr Asp Gly Ala Val Thr Thr 
20 1 5 10 15 

TCA CAG ATT CCA GCT TCG GAA CAA GAG ACC CTG GTT AGA CCA AAG CCA 96 
Ser Gin lie Pro Ala Ser Glu Gin Glu Thr Leu Val Arg Pro Lys Pro 
20 25 30 



TTG CTT TTG AAG TTA TTA AAG TCT GTT GGT GCA CAA AAA GAC ACT TAT 144 
Leu Leu Leu Lys Leu Leu Lys Ser Val Gly Ala Gin Lys Asp Thr Tyr 
35 40 45 
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ACT ATG AAA GAG GTT CTT TTT TAT CTT GGC CAG TAT ATT ATG ACT AAA 
Thr Met Lys Glu Val Leu Phe Tyr Leu Gly Gin Tyr lie Met Thr Lys 
50 55 60 



192 



5 CGA TTA TAT GAT GAG AAG CAA CAA CAT ATT GTA TAT TGT TCA AAT GAT 
Arg Leu Tyr Asp Glu Lys Gin Gin His lie Val Tyr Cys Ser Asn Asp 
65 70 75 80 



240 



CTT CTA GGA GAT TTG TTT GGC GTG CCA AGC TTC TCT GTG AAA GAG CAC 
10 Leu Leu Gly Asp Leu Phe Gly Val Pro Ser Phe Ser Val Lys Glu His 

85 90 95 



268 



AGG AAA ATA TAT ACC ATG ATC TAC AGG AAC TTG GTA GTA GTC AAT CAG 
Arg Lys lie Tyr Thr Met lie Tyr Arg Asn Leu Val Val Val Asn Gin 
15 100 105 110 



336 



20 



CAG GAA TCA TCG GAC TCA GGT ACA TCT GTG AGT GAG AAC AGG TGT CAC 384 
Gin Glu Ser Ser Asp Ser Gly Thr Ser Val Ser Glu Asn Arg Cys His 
115 120 125 

CTT GAA GGT GGG AGT GAT CAA AAG GAC CTT GTA CAA GAG CTT CAG GAA 432 
Leu Glu Gly Gly Ser Asp Gin Lys Asp Leu Val Gin Glu Leu Gin Glu 
130 135 140 



25 GAG AAA CCT TCA TCT TCA CAT TTG GTT TCT AGA CCA TCT ACC TCA TCT 
Glu Lys Pro Ser Ser Ser His Leu Val Ser Arg Pro Ser Thr Ser Ser 
145 150 155 160 



480 



AGA AGG AGA GCA ATT AGT GAG ACA GAA GAA AAT TCA GAT GAA TTA TCT 528 
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Arg Arg Arg Ala He Ser Glu Thr Glu Glu Asn Ser Asp Glu I*eu Ser 
165 170 175 

GGT GAA CGA CAA AGA AAA CGC CAC AAA TCT GAT AGT ATT TCC CTT TCC 576 
5 Gly Glu Arg Gin Arg Lys Arg His Lys Ser Asp Ser He Ser Leu Ser 
180 185 190 

TTT GAT GAA AGC CTG GCT CTG TGT GTA ATA AGG GAG ATA TGT TGT GAA 624 
Phe Asp Glu Ser Leu Ala Leu Cys Val He Arg Glu He Cys Cys Glu 
10 195 200 205 



15 



AGA AGC AGT AGC AGT GAA TCT ACA GGG ACG CCA TCG AAT CCG GAT CTT 672 
Arg Ser Ser Ser Ser Glu Ser Thr Gly Thr Pro Ser Asn Pro Asp Leu 
210 215 220 

GAT GCT GGT GTA AGT GAA CAT TCA GGT GAT TGG TTG GAT CAG GAT TCA 720 
Asp Ala Gly Val Ser Glu His Ser Gly Asp Trp Leu Asp Gin Asp Ser 
225 230 235 240 



20 GTT TCA GAT CAG TTT AGT GTA GAA TTT GAA GTT GAA TCT CTC GAC TCA 766 
Val Ser Asp Gin Phe Ser Val Glu Phe Glu Val Glu Ser Leu Asp Ser 
245 250 255 

GAA GAT TAT AGC CTT AGT GAA GAA GGA CAA GAA CTC TCA GAT GAA GAT 816 
25 Glu Asp Tyr Ser Leu Ser Glu Glu Gly Gin Glu Leu Ser Asp Glu Asp 
260 265 270 



GAT GAG GTA TAT CAA GTT ACT GTG TAT CAG GCA GGG GAG AGT GAT ACA 864 
Asp Glu Val Tyr Gin Val Thr Val Tyr Gin Ala Gly Glu Ser Asp Thr 
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275 



280 



285 



GAT TCA TTT GAA GAA GAT CCT GAA ATT TCC TTA GCT GAC TAT TGG AAA 
Asp Ser Phe Glu Glu Asp Pro Glu He Ser Leu Ala Asp Tyr Trp Lys 
5 290 295 300 



912 



10 



TGC ACT TCA TGC AAT GAA ATG AAT CCC CCC CTT CCA TCA CAT TGC AAC 960 
Cys Thr Ser Cys Asn Glu Met Asn Pro Pro Leu Pro Ser His Cys Asn 
305 310 315 320 

AGA TGT TGG GCC CTT CGT GAG AAT TGG CTT CCT GAA GAT AAA GGG AAA 1008 
Arg Cys Trp Ala Leu Arg Glu Asn Trp Leu Pro Glu Asp Lys Gly Lys 
325 330 . 335 



15 GAT AAA GGG GAA ATC TCT GAG AAA GCC AAA CTG GAA AAC TCA ACA CAA 1056 
Asp Lys Gly Glu He Ser Glu Lys Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Gin 
340 345 350 

GCT GAA GAG GGC TTT GAT GTT CCT GAT TGT AAA AAA ACT ATA GTG AAT 1104 
20 Ala Glu Glu Gly Phe Asp Val Pro Asp Cys Lys Lys Thr He Val Asn 
355 360 365 



GAT TCC AGA GAG TCA TGT GTT GAG GAA AAT GAT GAT AAA ATT ACA CAA 1152 
Asp Ser Arg Glu Ser Cys Val Glu Glu Asn Asp Asp Lys He Thr Gin 
25 370 375 380 



GCT TCA CAA TCA CAA GAA AGT GAA GAC TAT TCT CAG CCA TCA ACT TCT 
Ala Ser Gin Ser Gin Glu Ser Glu Asp Tyr Ser Gin Pro Ser Thr Ser 
385 390 395 400 



1200 
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AGT AGC ATT ATT TAT AGC AGC CAA GAA GAT GTG AAA GAG TTT GAA AGG 1248 
Ser Ser lie lie Tyr Ser Ser Gin Glu Asp Val Lys Glu Phe Glu Arg 
405 410 415 

5 

GAA GAA ACC CAA GAC AAA GAA GAG AGT GTG GAA TCT AGT TTG CCC CTT 1296 
Glu Glu Thr Gin Asp Lys Glu Glu Ser Val Glu Ser Ser Leu Pro Leu 
420 425 430 

10 AAT GCC ATT GAA CCT TGT GTG ATT TGT GAA GGT CGA CCT AAA AAT GGT 1344 
Asn Ala lie Glu Pro Cys Val lie Cys Gin Gly Arg Pro Lys Asn Gly 
435 440 445 

TGC ATT GTC CAT GGC AAA ACA GGA CAT CTT ATG GCC TGC TTT ACA TGT 1392 
15 Cys He Val His Gly Lys Thr Gly His Leu Met Ala Cys Phe Thr Cys 
450 455 460 

GCA AAG AAG CTA AAG AAA AGG AAT AAG CCC TGC CCA GTA TGT AGA CAA 1440 
Ala Lys Lys Leu Lys Lys Arg Asn Lys Pro Cys Pro Val Cys Arg Gin 
20 465 470 475 480 

CCA ATT CAA ATG ATT GTG CTA ACT TAT TTC CCC TAG 1476 
Pro He Gin Met He Val Leu Thr Tyr Phe Pro * 
485 490 

25 

(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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<A) LONGUEUR: 1162 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS; single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



10 (ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 • .1182 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: ?: 

15 

ATG GAG GAG CCG CAG TCA GAT CCT AGC GTC GAG CCC CCT CTG AGT CAG 48 
Met Glu Glu Pro Gin Ser Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gin 
1 5 10 15 



20 GAA ACA TTT TCA GAC CTA TGG AAA CTA CTT CCT GAA AAC AAC GTT CTG 96 
Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu 
20 25 30 



TCC CCC TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GAT TTG ATG CTG TCC CCG GAC 144 
25 Ser Pro Leu Pro Ser Gin Ala Met Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp 
35 40 45 



GAT ATT GAA CAA TGG TTC ACT GAA GAC CCA GGT CCA GAT GAA GCT CCC 192 
Asp lie Glu Gin Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro Asp Glu Ala Pro 
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50 



55 



60 



AGA ATG CCA GAG GCT GCT CCC CCC GTG GCC CCT GCA CCA GCA GCT CCT 
Arg Met Pro Glu Ala Ala Pro Pro Val Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro 
5 65 70 75 80 



240 



10 



ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT 288 
Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser 
85 90 95 

GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC 336 
Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly 
100 105 110 



15 TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT 
Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro 
115 120 125 



364 



GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 
20 Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin 
130 135 

CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 
Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 
25 145 150 



CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG 432 
Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin 
140 

CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG 480 
Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met 
155 160 



GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC 528 
Ala lie Tyr Lys Gin Ser Gin His Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys 
165 170 175 
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CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG 
Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin 
180 185 190 



576 



CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC 
His Leu lie Arg Val Glu Gly Asn Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp 
195 200 205 



624 



10 AGA AAC ACT TTT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG 672 
Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu 
210 215 220 

GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT 720 
15 Val Gly Ser Asp Cys Thr Thr He His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser 
225 230 235 240 



20 



TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA 768 
Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg Arg Pro He Leu Thr He He Thr 
245 250 255 



CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG 816 
Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val 
260 265 270 

25 

CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT 864 
Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn 
275 280 285 



i 
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CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT 
Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr 
290 295 300 



912 



5 AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG 
Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys 
305 310 315 320 



960 



AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG 1008 
10 Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu 
325 330 335 



CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT 1056 
Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp 
15 340 345 350 



GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC TCC AGC CAC 1104 
Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His 
355 360 365 

CTG AAG TCC AAA AAG GGT CAG TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG 1152 
Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met 
370 375 380 



25 TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA GAC TGA 
Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser Asp * 
385 390 



1182 
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REVENPICATIQNS 

1. Utilisation d'un compose capable d'antagoniser au moins partiellement 
l'activite oncog&iique de la proteine Mdm2 pour la preparation <fune composition 
pharmaceutique destinee an traitement des cancers & contexte p53 mil. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 dun compose capable de se lier au 

niveau du domaine 1-134 de la sequence de la proline Mdm2 representee en SEQ ID 
N°l. 

3. Utilisation selon 1'une des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que le 
compose est un scFV dirige contre le domaine 1-134 de ladite proteine Mdm2. 

10 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2 Caracterise en ce que le 

compost est represents en tout ou partie par un des peptides 1-52, 1-41, 6-41, 16-25, 
1 8-23 de la sequence representee en SEQ ID N°2 ou de leurs derive 

5. Utilisation selon la revendication 1 <fun compose capable de se lier k un 
domaine voisin du domaine 1- 1 34 represent^ en SEQ ID N° 1 de la proteine Mdm2 e t 

15 affectant de part cette liaison l'activite oncogenique de ladite proteine. 

6. Utilisation selon la revendication 1 ou 5 caracterise en ce que le compose 
interagit avec le domaine C terminal de la proteine Mdm2. 

7. Utilisation selon la revendication l v 5 ou 6 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
facteurtranscripticmelchdsiparmi TFII, TBP et TAF250. 

20 8. Utilisation selon la revendication 1 ou 5 caracterise en ce que le compose 

interagit avec le domaine 135-491 de la proteine Mdm2. 

9. Utilisation selon la revendication 1, 5 ou 8 caracterise en ce qu'il s'agit en 
tout ou partie d"une proteine choisie parmi les proteines Rb, L5 et le facteur 
transcriptional E2R 
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10. Utilisation tfun scFV dirigfi centre le domaine 1-134 de la proline 
Mdm2 pour la preparation cfune composition pharmaceutique destinte au traitement 
des cancers, 

11. Utilisation <fun adde nuclSque codant pour un composg capable 
5 d'antagoniser I'activitfe oncog&iique de la prot&ne Mdm2 pour la preparation dune 

composition pharmaceutique destin£e au traitement des cancers § contexte p53 nul. 

12 Utilisation selon la revendication 1 1 caractfirisfe en ce qu'il s'agit de : 

- d'acides nucl&ques antisens, 

- ^oligonucleotides iigands capabfes de fixer directement run des domaines de 
10 la proline Mdm2 et d'inhlber son activite oncog&iique, 

- d'acides nucleiques codant en tout ou partie pour des peptides ou proteines 
capables de s'oligom&riser avec IHm des domaines de Mdm2 et d'inhiber son activite 
oncogenique, 

- decides nucleiques codant pour des anticorps intracellulaires diriges contre le 
15 domaine 1-134 de la sequence de la prot&ne Mdm2 representee en SEQ ID N°l. 

13. Utilisation selon la revendication 12 caract&isfe en ce que 1'acide 
nucl&que antisens est un ADN codant pour un ARN complementaire de 1'acide 
nucl6ique codant pour la proteine Mdm2 et capable de bloquer sa transcription et/ou 
sa traduction (ARN antisens) ou un ribozyme. 

20 14. Utilisation selon Fune des revendications 11 a 13 caracteris6e en ce que 

1'acide nucleique est utilise sous forme complexee avec du DEAE-dextran, avec des 
prolines nucleates, ou avec des lipides ou polymferes cationiques, sous forme de 
liposomes ou encore tel queL 



15. Utilisation selon Fune des revendications 11 i 13 caracterisfee en ce que 
25 1'acide nucleique fait partie d'un vecteur. 



WO 97/09343 



PCI7FR96/01340 



37 

16. Utilisation selon la revendication 15 caract£ris6e ea oe que I'acide 
nucl&que fait partie dSm vecteur viral, chdst parmi les adenovirus, les retrovirus et les 
virus ad&io-assoctes. 

17. Vecteur viral comprenant une sequence d'acide nucl&que codant pour un 
5 compose capable (finhiber au moins partiellement factivite oocog&uque de la proline 

Mdm2. 

18. Vecteur viral selon la reveodication 17 carcteris& en ce que la sequence 
sequence d'acides nucl&ques code pour un scFV ou un peptide capable cfinteragir au 
niveau du domaine 1-134 (SEQ ID N°l) de la proteine Mdm2. 

10 19. Vecteur viral selon la revendication 17 ou 18 caract6ris& en ce qu'il est 

choisi parmi les adenovirus, les r&rovims et les virus ad6no-associ6s. 

20. Vecteur viral selon les revendications 17 I 19 caract£ris6 en ce qu'il s'agit 
d*un adenovirus ou d'un retrovirus. 

21. Composition pharmaceutique comprenant un compose capable (finhiber 
1 5 l'activit6 oncog&iique de la prot&ne Mdm2 tel que defini en revendications 1 & 1 1. 

22 Composition pharmaceutique comprenant une sequence d'acides 
nucleiques codant pour un compose capable d'inhiber factivite oncogenique de la 
proteine Mdm2 tel que dMini en revendication 12 ou 13. 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 22 caractgrisee en ce 
20 qu'elle comprend au moins un vecteur viral selon Tune des revendications 14 k 20. 

24. Composition selon la revendication 23 formulae en vue d'une 
administration intra-tumorale. 

25. Utilisation d'une sequence nucleique codant pour des anticorps 
intracellulaires, dirig& contre le domaine 1-134 (SEQ ID N°l) de la proline Mdm2 

25 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinfie au traitement du 
cancer. 
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